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Известно, что активатор Са2+-чувствительного калиевого канала большой проводимости (ВКСа)
NS1619 обладает плейотропным действием и способен также оказывать влияние на функциониро-
вание других транспортных систем клетки и ее органелл. В настоящей работе нами изучено влияние
этого производного бензимидазола на функционирование изолированных митохондрий скелетных
мышц мышей. Показано, что NS1619 дозозависимо подавляет дыхание и окислительное фосфори-
лирование митохондрий скелетных мышц мышей, энергизованных как в присутствии глутамат/ма-
лата (субстраты комплекса I дыхательной цепи), так и сукцината (субстрат комплекса II дыхатель-
ной цепи). Такое действие NS1619 обусловлено ингибированием активности комплексов I, III и
IV дыхательной цепи органелл, а также АТР-синтазы и сопровождается дозозависимым снижением
мембранного потенциала органелл, энергизованных субстратами или АТР. Кроме того, NS1619 су-
щественно снижает способность митохондрий поглощать и аккумулировать ионы кальция в мат-
риксе. В то же время, мы отметили антиоксидантный эффект NS1619, который проявляется в сни-
жении продукции перекиси водорода митохондриями скелетных мышц, энергизованными глута-
матом и малатом. В работе обсуждаются механизмы возможного токсического действия NS1619 на
функционирование митохондрий скелетных мышц и его вклад в побочные эффекты, наблюдаемые
при in vivo терапии мышечных патологий.

Ключевые слова: митохондрии скелетных мышц, NS1619, окислительное фосфорилирование, дыха-
тельная цепь, кальций, активные формы кислорода
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ВВЕДЕНИЕ
Модуляторы специфических ионных каналов

являются важными фармакологическими инстру-
ментами, позволяющими характеризовать функ-
циональные свойства ионных каналов и их влия-
ние на функцию клеток и их органелл. Одним из
актуальных направлений современной биологии
и фармакологии является поиск модуляторов
Са2+-чувствительного калиевого канала большой
проводимости (ВКСа), обнаруженного в плазма-
тической мембране разных типов клеток, наружной
мембране ядра, а также внутренней митохондри-
альной мембране (митоВКСа). Активность этого
канала регулируется внутриклеточной концен-
траций ионов кальция и мембранным потенциа-
лом [1].

Известно, что ВКСа-канал кодируется геном
Kcnma1, который при транскрибировании под-
вергается альтернативному сплайсингу, что при-
водит к появлению нескольких изоформ BKCa и в
том числе митохондриального варианта [2]. Ми-
тохондриальный BKCa, наряду с АТР-зависимым
калиевым каналом, также локализованным во
внутренней мембране органелл, обеспечивает
транспорт ионов калия в матрикс митохондрий
[3, 4]. Известно, что активность транспорта калия
в митохондриях, в том числе опосредованного
BKCa, тесно связана с регуляцией активности ды-
хательной цепи митохондрий, продукцией ими
активных форм кислорода (АФК) и индукцией
клеточной гибели [1]. Предполагается, что это
может быть обусловлено мягким разобщающим
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влиянием транспорта калия, приводящим к сни-
жению мембранного потенциала органелл, и как
следствие, к снижению продукции АФК мито-
хондриями [5–7]. Действительно, показано, что
BKCa играет важную цитопротекторную роль при
ишемии сердца и мозга [8, 9]. При этом защитный
эффект достигается путем фармакологической
активации BKCa и, напротив, снимается в присут-
ствии ингибиторов этого канала. Одним из акти-
ваторов BKCa, оказывающих цитопротекторное
влияние, является производное бензимидазола
NS1619 (1,3-дигидро-1-[2-гидрокси-5-(трифтор-
метил)фенил]-5-(трифторметил)-2Н-бензимида-
зол-2-он) (рис. 1). Ранее было показано, что
NS1619 защищает клетки сердца при ишемии/ре-
перфузии, а также обладает нейропротекторным
действием [8, 9]. Наряду с этим уже в ранних ра-
ботах была выявлена плейотропность действия
NS1619, которая проявлялась в его способности в
высоких концентрациях подавлять функциони-
рование комплексов дыхательной цепи митохон-
дрий [10–12], Са2+-АТP-азы сарко/эндоплазма-
тического ретикулума [12], а также кальциевых
каналов L-типа плазматических мембран [13].

Недавно нами показано, что в условиях in vivo
NS1619 нормализует размер и функциональную
активность митохондрий скелетных мышц и смяг-
чать развитие деструктивных процессов в мышцах
дистрофин-дефицитных mdx мышей, моделиру-
ющих тяжелую генетическую патологию – мы-
шечную дистрофию Дюшенна [14]. Применение
NS1619 обнаружило классическую для этого агента
картину и, наряду с активацией транспорта ионов
калия через внутреннюю мембрану митохондрий
скелетных мышц, сопровождалось снижением
продукции АФК митохондриями, увеличением
кальциевой емкости органелл, а также нормали-
зацией их размера. С другой стороны, в этих экс-
периментах нами было выявлено снижение пара-
метров дыхания и окислительного фосфорилиро-
вания митохондрий скелетных мышц животных,
получавших NS1619. При этом такой эффект
NS1619 был более выражен в случае контрольных
животных дикого типа, демонстрирующих высо-
кие показатели функциональной активности ор-
ганелл, и в этом случае также сопровождался уве-
личением периметра органелл [14].

С целью выяснения механизмов, лежащих в
основе выявленных ранее побочных эффектов
NS1619, в настоящей работе нами оценено влия-
ние этого агента на функционирование изолиро-
ванных митохондрий скелетных мышц мышей
линии C57BL/10. Установлено, что в условиях
in vitro этот агент дозозависимо снижает параметр
дыхательного контроля митохондрий и соотно-
шение ADP/O, что обусловлено как возможным
разобщающим влиянием транспорта ионов ка-
лия, так и ингибированием активности комплек-
сов дыхательной цепи органелл и АТР-синтазы.
Это сопровождается снижением мембранного
потенциала органелл, а также подавлением спо-
собности митохондрий поглощать и аккумулиро-
вать ионы кальция в матриксе. С другой стороны,
нами отмечено снижение продукции перекиси
водорода митохондриями скелетных мышц в
присутствии NS1619.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение митохондрий из скелетных мышц

мышей. Митохондрии из скелетных мышц мышей
линии C57BL/10 (вес животных 25–28 г) выделя-
ли методом дифференциального центрифугиро-
вания в соответствии с описанной ранее методи-
кой [15], за исключением этапа трипсинизации
ткани. Концентрацию белка митохондрий опре-
деляли методом Бредфорд, в качестве стандарта
использовали раствор бычьего сывороточного
альбумина (БСА). Во время проведения экспери-
мента суспензию митохондрий (20–30 мг мито-
хондриального белка в 1 мл) хранили на льду.

Оценка дыхания и окислительного фосфорили-
рования митохондрий скелетных мышц мышей.
Дыхание митохондрий регистрировали поляро-
графическим методом при 25°С в ячейке объемом
0.3 мл с помощью электрода Кларка и установки
Oxygraph Plus (Hansatech Instruments, Великобри-
тания) [16]. Среда инкубации содержала 200 мМ
сахарозу, 20 мМ KCl, 5 мМ КН2РО4, 0.5 мМ EGTA,
10 мМ HEPES –KOH, pH 7.4. Применяли следую-
щие концентрации субстратов и других реаген-
тов: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат калия,
5 мМ янтарная кислота, 0.2 мМ ADP, 50 мкМ
2,4-динитрофенол и 1 мкМ ротенон. Оценивали
дыхание митохондрий в основном метаболическом
состоянии (т.е. в присутствии экзогенных суб-
стратов или состояние 2), в состоянии 3 (в при-
сутствии экзогенных субстратов и ADP), в состо-
яние 4 (после того, как весь добавленный ADP
был израсходован в процессе синтеза АТР), ско-
рость дыхания митохондрий в состоянии 3UДНФ
(в присутствии протонофорного разобщителя
2,4-динитрофенола в концентрации 50 мкМ, вы-
зывающей максимальную стимуляцию дыхания).
Скорость окисления субстратов выражена в
нмоль O2 мин−1 мг−1 белка митохондрий. Коэф-

Рис. 1. Структура NS1619.
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фициент дыхательного контроля (ДК = состоя-
ние 3/состояние 4). ADP/O – стехиометрический
коэффициент, показывающий эффективность
окислительного фосфорилирования. Значение ко-
эффициента ADP/O определяли пульсовым мето-
дом [17]. Концентрация митохондриального бел-
ка в ячейке составляла 0.5 мг/мл.

Оценка активности комплексов дыхательной це-
пи митохондрий скелетных мышц мышей. Влияние
NS1619 на активность комплексов дыхательной
цепи митохондрий скелетных мышц мышей оце-
нивали спектрофотометрически согласно обще-
принятым протоколам [18–20] с использованием
планшетного спектрофотометра Multiskan GO
(Thermo Fisher Scientific, США). Для разрушения
митохондрий, освобождения индивидуальных
комплексов дыхательной цепи и достижения их
максимальной ферментативной активности изо-
лированные митохондрии (10 мг/мл митохондри-
ального белка) предварительно подвергали трех-
кратной процедуре замораживания/оттаивания
при –20/+30°С в гипотоническом буфере, содер-
жавшем 10 мМ Tris–HCl, pH 7.6. Состав буферов,
использованных для анализа активности индиви-
дуальных комплексов дыхательной цепи, приве-
ден в работах [18–20]. Активность комплекса I
оценивалась при 25°C по эффективности вос-
становления 2,6-дихлорфенолиндофенола разру-
шенными митохондриями (50 мкг митохондриаль-
ного белка/мл), которое оценивалось по скорости
уменьшения оптической плотности при 600 нм
после внесения 100 мкМ NADH [18]. Активность
комплекса II дыхательной цепи оценивали при
37°C по эффективности восстановления 2,6-ди-
хлорфенолиндофенолята натрия суспензией раз-
рушенных митохондрий (50 мкг митохондриаль-
ного белка/мл) в присутствии субстрата окисления
сукцината, которое определялось по снижению
светопоглощения суспензии при длине волны
600 нм после внесения 50 мкМ децилубихинона.
Активность комплекса III дыхательной цепи оце-
нивали при 25°C по эффективности восстановле-
ния добавленного цитохрома с суспензией разру-
шенных митохондрий (25 мкг митохондриально-
го белка/мл), которое определялось по снижению
оптической плотности суспензии при длине вол-
ны 550 нм после внесения 100 мкМ децилубихино-
ла. Активность комплекса IV дыхательной цепи
оценивали при 25°C по эффективности окисления
добавленного цитохрома с (восстановленного в
соответствии с [19]) суспензией разрушенных ми-
тохондрий (50 мкг митохондриального белка/мл),
которое определялось по снижению оптической
плотности суспензии при длине волны 550 нм по-
сле внесения суспензии разрушенных органелл.
Анализ активности комплекса V был основан на
связи его АТР-азной активности и окисления
NADH посредством реакций превращения фос-
фоенолпирувата в пируват под действием пиру-

ваткиназы, а затем пирувата в лактат под дей-
ствием лактатдегидрогеназы [20]. В этом случае
реакцию проводили при 25°С и запускали путем
внесения суспензии разрушенных митохондрий
(50 мкг митохондриального белка/мл), после чего
оценивали снижение оптической плотности при
длине волны 340 нм, отражающее окисление
NADH. Активность комплексов дыхательной це-
пи оценивали в течение первых 2–3 мин с начала
редокс-реакции (нмоль/мин на 1 мг белка). Вли-
яние NS1619 на активность комплексов дыхатель-
ной цепи выражали в процентах от средней ак-
тивности, регистрируемой в серии контрольных
экспериментов.

Оценка разности электрических потенциалов (Δψ)
на внутренней мембране митохондрий. Разность
электрических потенциалов (Δψ) на внутренней
мембране митохондрий оценивали по распреде-
лению флуоресцентного зонда сафранина О через
внутреннюю мембрану с помощью планшетного
спектрофлуориметра Varioskan LUX (Thermo
Fisher Scientific, США) [21]. Среда инкубации со-
держала 210 мМ маннитол, 70 мМ сахарозу, 1 мМ
KH2PO4, 10 мкМ EGTA, 10 мМ HEPES –KOH,
pH 7.4. Применяли следующие концентрации
субстратов и других реагентов: 2.5 мМ малат ка-
лия, 2.5 мМ глутамат калия, 5 мМ янтарная кис-
лота, 1 мкМ FCCP и 1 мкМ ротенон. Концентра-
ция митохондриального белка в ячейке составля-
ла 0.5 мг/мл.

Оценка кальциевой емкости митохондрий ске-
летных мышц мышей. Транспорт Ca2+ через внут-
реннюю митохондриальную мембрану оценивали
спектрофотометрически с помощью индикатора
арсеназо III (3,6-бис-[(2-арсонофенил)азо]-4,5-
дигидрокси-2,7-нафталиндисульфокислота) ин-
дикатора при 675–685 нм с помощью планшетно-
го спектрофотометра Multiskan GO (Thermo) при
25°С и постоянном перемешивании [22]. Среда
инкубации содержала 210 мМ маннитол, 70 мМ
сахарозу, 1 мМ KH2PO4, 50 мкМ арсеназо III,
10 мкМ EGTA, 10 мМ HEPES–KOH, pH 7.4. При-
меняли следующие концентрации субстратов и
других реагентов: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глу-
тамат калия, 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ роте-
нон. Концентрация митохондриального белка
в ячейке составляла 0.3 мг/мл. Для определения
способности митохондрий удерживать Ca2+,
20 мкМ CaCl2 последовательно добавлялись в ре-
акционную среду. После нескольких добавлений
происходило увеличение внешнего [Ca2+], что
указывало на массивное высвобождение иона из
органелл вследствие открытия кальций-зависи-
мой MPT-поры. Способность Ca2+ индуцировать
открытие поры в митохондриях выражалась ко-
личественно как кальциевая емкость (КЕ) мито-
хондрий, т.е. то максимальное количество Ca2+,
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которое может быть аккумулировано в матриксе
без последующего открытия поры.

Оценка скорости образования H2O2 митохон-
дриями скелетных мышц мышей. Скорость образо-
вания Н2О2 измеряли с помощью тест-системы,
включающей в себя флуоресцентный индикатор
Amplex Red и пероксидазу хрена на планшетном
флуориметре Varioskan LUX (Thermo Fisher Scien-
tific) при длине волны возбуждения 560 нм и дли-
не волны излучения 590 нм [21]. Среда инкубации
содержала 210 мM маннитол, 70 мM сахарозу,
1 мM KH2PO4, 10 мкM EGTA, 10 мM HEPES–
KOH (pH 7.4), 10 мкМ Amplex Red и пероксидазу
хрена (акт. 1 ед/мл). Концентрации субстратов и
других реагентов: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глута-
мат калия, 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ротенон.
Концентрация митохондриального белка состав-
ляла 0.15 мг/мл. Измерения проводились при
37°C и постоянном перемешивании. Количество
образованной перекиси водорода рассчитыва-
лось по калибровочной кривой. Стандартный
раствор H2O2 был приготовлен непосредственно
в день проведения эксперимента; его концентра-
цию определяли с использованием коэффициен-
та молярной экстинкции Е240 = 43.6 M−1 см–1.

Статистическая обработка результатов. Данные
были проанализированы с использованием про-
грамм Graph Pad Prizm 8 и Microsoft Excel и пред-
ставлены как среднее ± стандартная ошибка
средней. Полученные данные были обработаны
статистически с использованием t-критерия. Для
оценки значимости различий использовался уро-
вень вероятности p < 0.05.

Материалы. NS1619 и другие реактивы, ис-
пользуемые в работе, были приобретены в Sigma-
Aldrich (США). NS1619 растворяли в ДМСО (2 мМ
сток-раствор). В контрольных пробах к митохон-
дриям добавляли ДМСО в том же объеме, как в
добавках NS1619. Во всех случаях ДМСО не влиял
на исследуемые параметры митохондрий.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Недавно мы продемонстрировали, что в усло-

виях in vivo производное бензимидазола NS1619,
наряду с улучшением активности транспорта
ионов калия в митохондриях скелетных мышц
дистрофин-дефицитных mdx мышей, подавляет
параметры окислительного фосфорилирования
органелл [14]. Для выяснения механизмов, лежа-
щих в основе такого побочного действия NS1619,
мы оценили влияние этого агента на параметры
дыхания и окислительного фосфорилирования
изолированных митохондрий скелетных мышц
мышей. В табл. 1 представлены результаты, опи-
сывающие эффект NS1619 на дыхание митохон-
дрий скелетных мышц мышей в разных функцио-
нальных состояниях в присутствии глутамата и

малата (субстраты комплекса I дыхательной це-
пи) или сукцината (субстрат комплекса II дыха-
тельной цепи) в присутствии ротенона. Можно
видеть, что NS1619 в концентрациях 10 и 20 мкМ
дозозависимо повышает скорость дыхания мито-
хондрий в состоянии 2 и состоянии 4 и, напротив,
снижает скорость дыхания органелл в состоя-
ниях 3 и 3UДНФ. Такое действие NS1619 сопро-
вождается снижением параметра дыхательного
контроля (ДК) и эффективности синтеза ATP, что
оценивалось по коэффициенту ADP/O. Подоб-
ные результаты получены и при энергизации ор-
ганелл сукцинатом. В этом случае можно отме-
тить, что увеличение скорости дыхания в состоя-
нии 4 выражено лишь при 10 мкМ NS1619 и
эффект снижается в случае добавления 20 мкМ
этого агента. При этом можно видеть, что дей-
ствие NS1619 сопровождается снижением пара-
метра дыхательного контроля, отражающего
степень сопряжения окислительного фосфори-
лирования, при концентрации NS1619 20 мкМ
мы отметили снижение параметра в среднем в
1.67 раза в условиях энергизации органелл глута-
мат/малатом, тогда как при энергизации орга-
нелл сукцинатом мы отметили снижение этого
параметра лишь в 1.39 раза. В то же время сниже-
ние параметра ADP/O, характеризующего эффек-
тивность окислительного синтеза АТР, было бо-
лее выражено в случае энергизации митохондрий
сукцинатом – параметр снижался в среднем в
1.67 раза, при использовании глутамат/малата
снижение составило в среднем 1.37 раза. Это мо-
жет отражать вклад различных систем в снижение
эффективности окислительного фосфорилиро-
вания, индуцированное NS1619 в условиях энер-
гизации митохондрий субстратами комплекса I
или комплекса II дыхательной цепи органелл.

Необходимо также отметить, что снижение
дыхательного контроля митохондрий скелетных
мышц, индуцированное NS1619, было обусловле-
но различными факторами и зависело от исполь-
зуемого субстрата. Из табл. 1 видно, что NS1619-
индуцированное увеличение скорости дыхания
митохондрий скелетных мышц в состояниях 2 и 4
более выражено при энергизации митохондрий
субстратами комплекса I дыхательной цепи. В этом
случае эффект NS1619 можно было бы объяснить
его возможным протонофорным действием. Од-
нако ранее было установлено, что NS1619, не-
смотря на наличие гидроксильной группы в аро-
матическом кольце (рис. 1), не оказывает влия-
ния на протонную проницаемость бислойных
липидных мембран [10], что исключает этот меха-
низм влияния на митохондрии. Ранее активация
дыхания в состояниях 2 и 4, индуцированная
NS1619, была выявлена на митохондриях сердца
морской свинки и устранялась ингибитором
митохондриальных калиевых каналов паксилли-
ном [23]. Это позволяет предположить, что в этом
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случае разобщающий эффект NS1619 может быть
также обусловлен активацией транспорта ионов
калия в митохондрии, и этот эффект более выра-
жен при энергизации органелл глутамат/мала-
том. Наряду с этим, можно видеть, что в условиях
энергизации органелл глутамат/малатом увели-
чение скорости дыхания митохондрий скелетных
мышц в состоянии 4 частично устраняется внесе-
нием ингибитора F1Fo-АТP-азы олигомицина
(табл. 1). Это может свидетельствовать о способ-
ности NS1619 нарушать процесс фосфорилиро-
вания АDP за счет снижения активности ком-
плексов дыхательной цепи и/или обращения
активности АТP-синтазы. В этом случае АDP,
остающийся в системе, может некоторое время
поддерживать достаточно высокую скорость ды-
хания органелл в состоянии 4 [24]. Об ингибиро-
вании активности комплексов дыхательной цепи
митохондрий скелетных мышц мышей под дей-
ствием NS1619 также может свидетельствовать
наблюдаемое снижение потребления кислорода
митохондриями в ADP-стимулированном состо-
янии и состоянии 3UДНФ в условиях максималь-
ной стимуляции дыхания протонофорным разоб-

щителем 2,4-динитрофенолом. Необходимо отме-
тить, что в последнем случае снижение скорости
потребления кислорода было более выражено
при энергизации органелл сукцинатом, чем глу-
тамат/малатом – скорость дыхания в состоянии
3UДНФ снижалась в присутствии 20 мкМ NS1619
в 1.44 и 1.19 раза соответственно. Это может сви-
детельствовать о способности NS1619 более ак-
тивно подавлять работу комплексов дыхательной
цепи (без учета работы ATP-синтазы и транспор-
та ADP) в режиме энергизации митохондрий че-
рез комплекс II.

В следующей части работы мы оценили влия-
ние NS1619 на активность индивидуальных ком-
плексов дыхательной цепи митохондрий скелет-
ных мышц мышей, а также АТР-синтазы. Из дан-
ных табл. 2 видно, что NS1619 в концентрации
20 мкМ вызывает достоверное снижение актив-
ности комплекса I на 17%. Ингибирование ком-
плекса I митохондрий, вызванное NS1619, отме-
чено и в целом ряде других литературных источ-
ников и обнаруживалось на изолированных
митохондриях сердца крысы [11], а также клетках
глиомы человека линии LN229 [10] и эндотели-

Таблица 1. Влияние NS1619 на дыхание митохондрий скелетных мышц в разных функциональных состояниях
в присутствии глутамат/малата или сукцината

Примечание. Дыхание митохондрий в состоянии 3 индуцировали добавлением 200 мкМ ADP. Скорость разобщенного
дыхания измеряли в присутствии 50 мкМ ДНФ (состояние 3UДНФ). Дыхательный контроль (ДК) рассчитан как отношение
скорости дыхания в состоянии 3 к скорости дыхания в состоянии 4. Приведены средние значения ± стандартная ошибка
среднего (n = 4). 1 мкг/мл олигомицина (Олиго) добавлено к митохондриям в состоянии 4. * p < 0.05 против контроля (отсут-
ствие NS1619), # p < 0.05 против 10 мкМ NS1619, γ p < 0.05 против скорости дыхания в отсутствие олигомицина.

NS1619, мкМ
Состояние 2 Состояние 3 Состояние 4

Состояние
3UДНФ

ДК ADP/O

V дыхания, нмоль O2/мин/мг белка митохондрий отн. ед.

2.5 мМ глутамат + 2.5 мМ малат

0 6.48 ± 0.05 53.58 ± 1.90 18.62 ± 0.08 55.69 ± 0.29 2.88 ± 0.11 2.63 ± 0.07
10 9.31 ± 0.25* 47.90 ± 1.06* 19.74 ± 0.10* 51.47 ± 1.20* 2.43 ± 0.07* 2.23 ± 0.02*
20 14.93 ± 0.32*# 41.04 ± 1.62*# 23.83 ± 0.58*# 46.62 ± 1.84*# 1.72 ± 0.09*# 1.92 ± 0.03*#

+ Олиго 17.91 ± 0.34γ

5 мМ сукцинат

0 19.17 ± 0.55 61.41 ± 0.89 37.31 ± 0.26 53.47 ± 0.81 1.65 ± 0.02 1.44 ± 0.01
10 26.73 ± 0.36* 57.48 ± 0.81* 40.77 ± 0.28* 47.05 ± 0.67* 1.41 ± 0.01* 1.12 ± 0.05*
20 29.25 ± 0.46*# 45.67 ± 0.91*# 38.35 ± 0.60# 37.13 ± 0.97*# 1.19 ± 0.02*# 0.86 ± 0.05*#

Таблица 2. Активность комплексов дыхательной цепи митохондрий скелетных мышц мыши в присутствии
NS1619 (в % от контроля)

Примечание. Активность комплексов в отсутствие NS1619 принята за 100%. Приведены средние значения ± стандартная
ошибка среднего (n = 4). * p < 0.05 против контроля (отсутствие NS1619).

Добавки NS1619 Комплекс I Комплекс II Комплекс III Комплекс IV АТР-синтаза

10 мкМ 97.0 ± 3.2 105.7 ± 1.1 96.3 ± 0.2 98.5 ± 4.1 97.2 ± 2.1
20 мкМ 83.2 ± 3.1* 103.7 ± 1.0 90.3 ± 1.3* 89.0 ± 1.2* 88.0 ± 1.2*
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альных клетках линии EA.hy926 [12]. Наряду с
этим мы также обнаружили, что NS1619 подавля-
ет активность комплексов III и IV дыхательной
цепи митохондрий скелетных мышц мышей.
В этом случае эффект был менее выражен по
сравнению с влиянием на активность комплекса I –
20 мкМ NS1619 снижал активность комплекса III
в среднем на 10% и комплекса IV на 11% (табл. 2).
Как и предполагалось выше, NS1619 также сни-
жал активность АТР-синтазы митохондрий, 20 мкМ
этого агента вызывало 12% ингибирование актив-
ности этого комплекса. Ранее подобный эффект
NS1619 был показан и на субмитохондриальных
частицах сердца быка и было предположено, что
этот агент влияет на Fo-субъединицу АТР-синта-
зы [12].

Можно предполагать, что выявленное нами
ингибирующее влияние NS1619 на активность
комплексов дыхательной цепи, наряду с возмож-
ным разобщающим влиянием калиевого транс-
порта, препятствует синтезу АТР митохондриями
скелетных мышц, который необходим для под-
держания нормального мышечного сокращения
и функциональной активности мускулатуры.
Действительно, ранее в эксперименте in vivo, не-
смотря на общее положительное влияние NS1619
на состояние митохондрий и снижение деструк-
тивных процессов в ткани скелетной мускулату-
ры mdx мышей, мы не отметили влияния этого
агента на мышечную силу и выносливость дис-
трофичных животных. Более того, нами была
отмечена тенденция к снижению мышечной си-
лы здоровых мышей дикого типа, получавших
NS1619 [14].

Известно, что разобщение окислительного фос-
форилирования в митохондриях зачастую сопро-
вождается снижением мембранного потенциала
(Δψ) органелл. Из рис. 2 можно видеть, что в кон-

центрации 1 мкМ NS1619 не оказывает суще-
ственного влияния на Δψ митохондрий, однако
увеличение его концентрации суммарно до 5 мкМ
сопровождается выходом потенциал-зависимого
флуоресцентного зонда сафранина О из митохон-
дрий, что свидетельствует о снижении мембран-
ного потенциала органелл, и этот эффект усили-
вается с увеличением концентрации NS1619.
Данный эффект проявляется как в случае энерги-
зации митохондрий глутамат/малатом (рис. 2а),
так и сукцинатом (рис. 2б), а также в условиях
гидролиза добавленного АТР (рис. 2в). В послед-
нем случае можно полагать, что дозозависимое
снижение Δψ обусловлено показанным выше ин-
гибированием NS1619 активности АТР-синтазы.
Полученные результаты во многом соответствуют
известным данным, свидетельствующим о сни-
жении мембранного потенциала митохондрий
под действием ингибирующего влияния NS1619
[10–12].

Митохондрии являются одними из основных
продуцентов АФК в клетках [25, 26]. При этом
ингибирование комплексов дыхательной цепи,
равно как и разобщение окислительного фосфо-
рилирования, реализуемое посредством различ-
ных механизмов, оказывает существенное влия-
ние на интенсивность генерации АФК. Известно,
что NS1619-индуцированная активация митохон-
дриального BKCa-канала сопровождается сниже-
нием продукции АФК в клетке и в том числе в ми-
тохондриях [5–7]. В нашей недавней работе было
показано, что терапевтический эффект NS1619
в скелетных мышцах дистрофин-дефицитных mdx
мышей также может быть обусловлен снижением
продукции АФК и смягчением интенсивности
окислительного стресса [14]. Можно видеть, что
в условиях in vitro NS1619 также дозозависимо
снижает продукцию перекиси водорода изолиро-
ванными митохондриями скелетных мышц, хотя

Рис. 2. Дозозависимое влияние NS1619 на мембранный потенциал митохондрий скелетных мышц мыши, энергизо-
ванных глутамат/малатом (а), сукцинатом (б) и АТР (в). Субстраты и реагенты: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат
калия (а), 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ротенон (б), 2 мМ АТР (в), 1 мкМ FCCP (а, б, в). На каждом из рисунков
представлены данные типичного эксперимента, полученные на одном препарате митохондрий. В каждом случае ана-
логичные результаты были получены еще в двух независимых экспериментах.

a б в100

80

60

40

20

0 1080180 360

Ф
лу

ор
ес

це
нц

ия
, о

тн
. е

д.

Время, c
900720540

1
мкМ

4
мкМ

5
мкМ

10
мкМ

FCCP

0

100

80

60

40

20

1080180 360
Время, c

900720540

1
мкМ

4
мкМ

5
мкМ

10
мкМ

FCCP
100

80

60

40

20

0 180 360
Время, c

720540

1
мкМ

4
мкМ

5
мкМ

10
мкМ

FCCP



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 40  № 4  2023

ВЛИЯНИЕ NS1619 НА МИТОХОНДРИИ 285

Рис. 3. Влияние NS1619 в различных дозах на продукцию H2O2 митохондриями скелетных мышц мыши, энергизован-
ными глутамат/малатом (а) или сукцинатом (б). Приведены средние ± ошибка среднего (n = 4). * – различия между
данными опытов (присутствие NS1619 в указанных концентрациях) и контролем (отсутствие NS1619) статистически
значимы, р < 0.05.
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достоверный эффект нами выявлен только в
условиях энергизации органелл субстратами ком-
плекса I дыхательной цепи (рис. 3а), что, возмож-
но, обусловлено более выраженной активацией
дыхания в состоянии 2 и 4, индуцированной
NS1619 (табл. 1). Это, как известно, способствует
снижению продукции АФК митохондриями [25].

Общепризнано, что митохондрии не только
обеспечивают клетку АТР и теплом, но играют
ведущую роль в процессах регуляции ее функций
при участии свободного Ca2+ [27–29]. Известно,
что изолированные митохондрии из различных
органов и тканей животных в энергизованном со-
стоянии обладают способностью аккумулировать
и удерживать Ca2+ в матриксе [29]. Однако при
критической перегрузке матрикса органелл иона-
ми кальция наблюдается индукция неспецифиче-
ской проницаемости внутренней мембраны для
ионов и растворимых в воде веществ с молекуляр-
ной массой до 1500 Да по их градиенту концентра-
ции (или открытие митохондриальной поры) [29].
Образование такой поры приводит к нарушению
энергетических функций митохондрий, прежде
всего синтеза АТР, а также может вызвать набуха-
ние матрикса митохондрий, разрыв внешней
мембраны и, как следствие, выход находящихся в
межмембранном пространстве цитохрома c и дру-
гих, так называемых апоптогенных белков [29].
В связи с этим индукция поры во внутренней
мембране митохондрий рассматривается как один
из факторов гибели клеток при различных пато-
логических состояниях [29].

Известно, что регуляция митохондриального
BKCa-канала тесно связана с индукцией MPT-по-
ры. Действительно, ранее было показано, что
фармакологическая активация канала с помощью
NS1619 увеличивает количество добавок Ca2+, не-

обходимых для индукции MPT-поры в митохон-
дриях сердца в условиях ишемии/реперфузии,
что также рассматривалось в качестве кардиопро-
текторного эффекта этого агента [2]. Подобное
действие NS1619 показано и в нашей предыдущей
работе и сопровождалось увеличением кальцие-
вой емкости митохондрий скелетных мышц дис-
трофин-дефицитных мышей. С другой стороны,
мы, напротив, отметили снижение способности
аккумулировать ионы кальция митохондриями
скелетных мышц здоровых мышей дикого типа,
получавших NS1619 [14]. В настоящей работе мы
также оценили in vitro влияние NS1619 на способ-
ность митохондрий скелетных мышц мышей по-
глощать и удерживать ионы кальция в матриксе
органелл. На рис. 4 представлены результаты срав-
нительного изучения кинетики поглощения Ca2+

митохондриями скелетных мышц мыши, энерги-
зованными глутамат/малатом или сукцинатом и
инкубируемых в отсутствие и в присутствии NS1619.
Можно видеть, что предварительная инкубация
митохондрий с NS1619 приводит к существенно-
му снижению количества поглощаемых ими до-
бавок кальция (рис. 4а, 4б), что количественно
выражается в снижении кальциевой емкости ор-
ганелл и свидетельствует о более эффективной
индукции MPT-поры.

Суммируя полученные данные, можно пола-
гать, что действие NS1619 в скелетных мышцах,
с одной стороны, может быть реализовано через
активацию BKCa-канала, в том числе и его мито-
хондриальной изоформы. С другой стороны, это
производное бензимидазола подавляет функцио-
нирование комплексов дыхательной цепи мито-
хондрий и АТР-синтазы, что оказывает суще-
ственное влияние на способность органелл син-
тезировать АТР, необходимого прежде всего для
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сокращения скелетной мускулатуры. Кроме того,
это сопровождается снижением мембранного по-
тенциала митохондрий, изменением продукции
АФК, а также угнетением способности органелл
аккумулировать ионы кальция, что также необхо-
димо для корректной регуляции циклов сокра-
щения и расслабления мышц. При этом важно
отметить, что полумаксимальная эффективная
концентрация (EC50) NS1619 как активатора
BKCa-каналов составляет порядка 3 мкМ [30], в то
время как способность подавлять функцию мито-
хондрий проявляется при более высоких концен-
трациях, в частности, в нашем случае концентра-
ция полумаксимального ингибирования (IC50)
при оценке влияния NS1619 на параметр кальци-
евой емкости органелл, энергизованных глута-
мат/малатом, составила около 20 мкМ (рис. 4а, 4в).

Как можно видеть из нашей предыдущей работы,
NS1619 ослабляет развитие митохондриальной
дисфункции скелетных мышц при дистрофии
Дюшенна. В то же время этот агент оказывает
скорее негативное влияние на функцию мито-
хондрий здоровых скелетных мышц. Исходя из
результатов этой работы, наших предыдущих и
литературных данных, можно сделать вывод, что
in vivo эффект NS1619 обусловлен суммарным
действием этого агента на различные митохон-
дриальные и клеточные системы и во многом за-
висит от особенностей функционирования этих
систем в норме и патологии. Это требует тщатель-
ного подбора терапевтических концентраций
NS1619 и условий его введения в организм.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-

Рис. 4. Влияние NS1619 на транспорт кальция в митохондриях скелетных мышц мыши. а – Поглощение добавок Са2+

(пульсы по 20 мкМ) митохондриями скелетных мышц, энергизованными глутамат/малатом, в отсутствие добавок (1)
и в присутствии 5 (2), 10 (3) и 20 мкМ (4) NS1619. б – Поглощение добавок Са2+ (пульсы по 20 мкМ) митохондриями
скелетных мышц, энергизованными сукцинатом, в отсутствие добавок (1) и в присутствии 5 (2), 10  (3) и 20 мкМ (4)
NS1619. в – Кальциевая емкость митохондрий скелетных мышц, энергизованных глутамат/малатом, в отсутствие
(контроль) и в присутствии различных концентраций NS1619. г – Кальциевая емкость митохондрий скелетных мышц
мышей, энергизованных сукцинатом, в отсутствие (контроль) и в присутствии различных концентраций NS1619. Суб-
страты и реагенты: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат калия (а), 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ротенон (б). Кон-
центрация митохондриального белка в кювете – 0.3 мг/мл. На панелях а и б представлены данные типичного экспе-
римента, полученные на одном препарате митохондрий. В каждом случае аналогичные результаты были получены
еще в трех независимых экспериментах. Панели в и г – приведены средние значения ± стандартная ошибка среднего
(n = 4). * – различия между данными опытов (присутствие NS1619 в указанных концентрациях) и контролем (отсут-
ствие NS1619) статистически значимы, р < 0.05.
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тересов, связанных с публикацией настоящей
статьи.
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Benzimidazole Derivative NS1619 Inhibits Functioning of Mitochondria Isolated 
from Mouse Skeletal Muscle

M. V. Dubinin1, *, A. D. Igoshkina1, A. A. Semenova1, N. V. Mikina1,
E. I. Khoroshavina1, K. N. Belosludtsev1, 2

1Mari State University, Yoshkar-Ola, 424000 Russia
2Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, RAS, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia

*e-mail: dubinin1989@gmail.com

The activator of the large-conductance Ca2+-activated K+ channel (BKCa) NS1619 is known to have a pleio-
tropic action and is able to affect the functioning of other transport systems of the cell and its organelles. In
this work, we have studied the effect of this benzimidazole derivative on the functioning of isolated mouse
skeletal muscle mitochondria. NS1619 has been shown to dose-dependently inhibit respiration and oxidative
phosphorylation of mouse skeletal muscle mitochondria fueled by glutamate/malate (complex I substrates)
or succinate (complex II substrate). This action of NS1619 is based on the inhibition of the activity of com-
plexes I, III, and IV of the respiratory chain of organelles, as well as ATP synthase and is accompanied by a
dose-dependent decrease in the membrane potential of organelles fueled by the above substrates or ATP. In
addition, NS1619 significantly reduces the ability of mitochondria to uptake and retain calcium ions in the
matrix. At the same time, we noted the antioxidant effect of NS1619 expressed in a decrease in the production
of hydrogen peroxide by skeletal muscle mitochondria fueled by glutamate and malate. The mechanisms of
the possible toxic effects of NS1619 on skeletal muscle mitochondrial function and its contribution to the side
effects observed in the treatment of muscle pathologies in vivo are discussed.

Keywords: skeletal muscle mitochondria, NS1619, oxidative phosphorylation, respiratory chain, calcium,
reactive oxygen species
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